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ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ, КОДИРУЮЩИХ СИСТЕМЫ 
СТРЕССОВОГО ОТВЕТА, В КОРНЯХ ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH.  

ПОД ДЕЙСТВИЕМ ТОКСИЧЕСКИХ УРОВНЕЙ Ni2+ В СРЕДЕ  
И ВЛИЯНИЕ НА НЕГО ЭКЗОГЕННОГО L-ГИСТИДИНА

Аннотация. Никель является для высших растений эссенциальным трэйс-элементом, входящим в состав уре-
азы, глиоксилаз и ряда гидрогеназ. Однако в высоких концентрациях данный металл подавляет рост и развитие 
растений. Токсичные для растений уровни Ni2+ (>10–5 М) характерны для почв, сформированных из вулканических 
пород, вблизи горнодобывающих и металлургических комбинатов, свалок, мест захоронения отходов. Повышенное 
содержание уровня никеля в почвах зарегистрировано и на некоторых территориях Беларуси. В представленной ра-
боте исследовано воздействие диапазона токсических концентраций Ni2+ (0,3–2 ммоль/л NiCl2) на экспрессию ряда 
важнейших генов стрессового ответа у модельных растений Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., а также влияние на 
этот процесс природного защитного агента растений – L-гистидина (Гис), усиленно синтезируемого растениями при 
никелевом стрессе и способного связывать Ni2+. В ходе проведенных опытов с использованием метода полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) было обнаружено, что введение Ni2+ в культивационную сре-
ду вызывало дозозависимое увеличение относительной экспрессии генов, кодирующих глутатионредуктазу (GR1), 
НАДФН-оксидазу (RBOHC), Са2+-зависимую протеинкиназу (CPK6), каталазу (CAT2) и наружу-выпрямляющий  
К+-канал (GORK1). Максимальное увеличение наблюдалось при обработке 2 ммоль/л Ni2+ и составляло 5,9; 5,0; 3,0; 
2,8 и 2,2 раза для транскриптов RBOHC, GR1, CPK6, CAT2 и GORK1 соответственно. В случае генов поли(АДФ-
рибоза)-полимеразы (PARP1), циклина В2 (CYCB2) и Cu/Zn-супероксиддисмутазы (CSD2) уровень транскриптов воз-
растал при низких уровнях Ni2+, а затем снижался при его более высоких уровнях в среде. Введение Гис совместно 
с Ni2+ предотвращало Ni2+-индуцированное изменение экспрессии генов. Таким образом, в работе продемонстриро-
вано, что растения A. thaliana отвечают на избыток Ni2+ индукцией экспрессии ферментативных антиоксидантов, 
белков редокс- и Са2+-опосредуемой клеточной сигнализации, а также модификацией систем контроля деления и ре-
пликации ДНК; данный эффект находится под контролем экзогенного Гис.
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ALTERATIONS IN EXPRESSION OF STRESS-RESPONSIVE GENES  
IN ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. ROOTS INDUCED BY TOXIC Ni2+ LEVELS  

AND JOINT APPLICATION OF Ni2+ AND L-HISTIDINE

Abstract. Nickel (Ni) is an essential trace element for higher plants, being a part of urease, glyoxylases and hydro- 
genases. However, in high concentrations, this metal exerts a pronounced toxic effect. Levels of Ni2+ that are toxic to plants 
(>10–5 M) are typical for soils formed from volcanic rocks, near mining and metallurgical plants, landfills, waste disposal 
sites. Elevated nickel levels are also recorded in the soils of Belarus. In the presented work, we examined the effect of a range 
of toxic Ni2+ concentrations (0.3–2 mM NiCl2) on the expression of a number of important stress response genes in model 
plants Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., as well as the effect of a natural plant protective agent, L-histidine (His), which  
is intensively synthesized by plants under nickel stress and is able to bind Ni2+, on this process. In the experiments conducted 
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using the Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) method, it was found that the introduction of Ni2+ into the culture 
medium caused a dose-dependent increase in the relative expression of genes encoding glutathione reductase (GR1), NADPH 
oxidase (RBOHC), Ca2+-dependent protein kinase (CPK6), catalase (CAT2) and outward-rectifying K+ channel (GORK1). 
The maximum increase was observed upon treatment with 2 mM Ni2+, relative transcript levels were 5.9, 5.0, 3.0, 2.8 and 
2.2 times higher than in control for RBOHC, GR1, CPK6, CAT2 and GORK1 respectively. In the case of the genes encoding 
poly(ADP-ribose)-polymerase (PARP1), cyclin B2 (CYCB2), and Cu/Zn-superoxide dismutase (CSD2), the transcript levels 
increased at low Ni2+ concentrations and then decreased at higher Ni2+ concentrations in the medium. The introduction of His, 
in conjunction with Ni2+, prevented the Ni2+-induced change in gene expression. Thus, it was demonstrated that A. thaliana 
plants respond to excess Ni2+ by inducing the expression of enzymatic antioxidants, proteins involved in redox- and Ca2+-
mediated cellular signaling. This response is accompanied by alterations in the systems of control cell division and DNA 
replication, which can be regulated by exogenous His.

Keywords: heavy metals, nickel, stress physiology, L-histidine, reactive oxygen species, calcium signaling, redox regu-
lation, gene expression, Arabidopsis thaliana
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Введение. Загрязнение окружающей среды тяжелыми металлами является одной из важней-
ших причин снижения продуктивности сельскохозяйственных растений и повреждения дикой 
флоры [1–3]. Кроме того, токсические металлы, накапливающиеся в растениях, в дальнейшем 
попадают в пищевые цепи животных и человека. Одним из наиболее опасных тяжелых металлов 
является никель, содержание которого в почве за последние два десятилетия значительно увели-
чилось [4]. Данный элемент относится к одним из самых распространенных на Земле, составляя 
1,8 % массы нашей планеты и превышая по этому показателю такие элементы, как Ca и Al. Это 
обуславливает очень высокие концентрации никеля в местах выхода вулканических пород –  
до нескольких грамм на килограмм сухой почвы (такие почвы называются серпентинными) [5, 6]. 
Никель также активно добывается (до 2–2,3 млн т в год во всем мире) и используется при произ-
водстве нержавеющей стали, цветных сплавов, аккумуляторных батарей, красителей и других 
продуктов [7]. Это создает дополнительный мощный источник загрязнения биосферы данным 
металлом.

Для окружающей среды особенно высокую опасность представляют соединения никеля, по-
падающие в атмосферу с выбросами вулканов, сталеплавильной промышленности, а также утеч-
ка ионных форм никеля из городских отходов [5]. В Беларуси средний уровень содержания нике-
ля в почвах составляет около 3,0 мг/кг сухой массы [8]. Однако в некоторых городах (Минск, 
Борисов, Калинковичи, Полоцк, Гродно, Лида и Светлогорск) содержание никеля превышает 
предельно допустимую концентрацию (ПДК) и достигает 23–25 мг/кг сухой массы почвы [9–11]. 
По данным Национальной системы мониторинга окружающей среды, в 2021 г. повышенный уро-
вень никеля (4,4‑кратное превышение ориентировочно допустимой концентрации (ОДК)) реги-
стрировался в 27,5 % проб почвы г. Гомеля, в отдельных случаях составляя 88,9 мг/кг сухой мас- 
сы [12]. В 2022 г. высокое содержание никеля в почвах населенных пунктов (до 2,2 ОДК) было 
зарегистрировано в г. Гродно, где превышение ОДК фиксировалось в 24,5 % проанализирован- 
ных проб [11].

Несмотря на то что никель участвует в метаболизме растений, входя в состав уреазы, глиок-
силаз и ряда гидрогеназ, его дефицит встречается значительно реже, чем избыточное содержа-
ние в почве [13]. В современной физиологии растений никель все чаще рассматривается как на-
ноэлемент, что отражает незначительную потребность в нем растений [14]. Для большинства 
видов растений содержание никеля в почве, превышающее 50–100 мг/кг сухой массы, является 
токсичным [15]. Чрезмерные уровни никеля вызывают сильное ингибирование роста клеток 
и модифицируют дифференцировку тканей, индуцируют некротические симптомы, подавляют 
фотосинтез и клеточное дыхание, а также вызывает генотоксические эффекты [16–18]. В каче-
стве механизма токсического влияния никеля на организм растения чаще всего рассматривается 
подавление работы супероксиддисмутаз, каталаз, оксидаз и пероксидаз, что приводит к истоще-
нию пула восстановленного аскорбата и тиол-содержащих антиоксидантов, избыточной продук-
ции активных форм кислорода (АФК) и высокотоксичных терминальных продуктов окисления 
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органических молекул [16, 18–20]. Имеются работы, показывающие, что избыток никеля приво-
дит к значительным изменениям в структуре и функционировании цитоскелета и белков верете-
на деления растительной клетки, что вызывает ошибки при репликации ДНК [21]. Клеточная 
стенка также является одной из мишеней токсического влияния никеля [22].

Недавно было установлено, что Ni2+ при взаимодействии с органическими лигандами, син- 
тезируемыми растением в ответ на избыток этого металла, приобретает повышенную редокс- 
активность, схожую с ионами железа и меди [18]. Показано, что комплексы Ni2+ с L-гистиди- 
ном (Гис) способны катализировать продукцию гидроксильных радикалов (НО•), запуская редокс- 
и Cа2+-зависимые сигнальные явления в корнях Arabidopsis thaliana [18]. Предполагается, 
что таким образом Гис кроме прямой защиты от Ni2+ (хелатирования) способствует восприя-
тию Ni2+ растительной клеткой, информация о котором транслируется на генетический уро-
вень, включая механизмы защиты и адаптации.

Несмотря на то что имеются работы, указывающие на вовлечение систем редокс-метабо- 
лизма и Са2+-сигнализации, пока остается неясным, как избыток никеля в среде модифицирует 
активность важнейших генов, участвующих в детоксикации и производстве АФК, восприятии 
Са2+-сигналов и повышении устойчивости генетического аппарата. Неизвестно, как влияет  
на эти процессы природный стресс-протектант – экзогенный Гис. В этой связи целью настоящей 
работы являлось установление изменений в экспрессии генов, кодирующих системы редокс-ме-
таболизма, Са2+-опосредуемой сигнализации и регуляции клеточного цикла, в корнях A. thaliana 
под действием токсических уровней Ni2+, а также при совместном воздействии Ni2+ и экзогенно-
го Гис. В качестве тестируемых генов были выбраны следующие: СAT2, CPK6, CSD2, CYCB2, 
GORK1, GR1, PARP1, RBOHC, являющиеся одними из наиболее реферируемых в рабо- 
тах по проблеме окислительного стресса, токсичности тяжелых металлов, а также редокс-  
и Са2+-опосредуемой сигнализации у высших растений (согласно метаанализу данных по пуб
ликациям Web of Science за 2024 г.). Объектом исследования служили корни A. thaliana – важ-
нейшего модельного вида в биологии растений.

Объекты и методы исследования. Работа проводилась на корнях 10-дневных проростков 
A.  thaliаna природного экотипа Columbia-0 (Col-0). Семена были получены из Ноттингемского 
центра семян Arabidopsis thaliana (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, Великобритания). Расте
ния культивировались в стерильных условиях на поверхности среды Мурасиге и Скуга (Duchefa 
Biochemie, Нидерланды) с добавлением 1 % сахарозы и 0,25 % геллановой камеди (PhytagelТМ, 
Sigma-Aldrich, США), рН 6,0 (KОН), при температуре 22 °С,  cветовом режиме 16 ч свет/8 ч тем-
нота и плотности светового потока 100 мкмоль фотонов м–2с–1. Введение в среду выращивания 
никеля (NiCl2·6H2O; AppliChem, Германия, A3917,0100) и Гис (L‑histidine; Sigma-Aldrich, H8000) 
осуществлялось после прорастания семян на 5-е сутки после помещения в ростовые камеры.  
На 10-е сутки культивирования (5-е сутки после добавления стрессоров) производилось измере-
ние ростовых характеристик молодых растений. Далее корни отрезались при помощи лезвия, 
отделялись от среды и замораживались в жидком азоте для молекулярно-генетического анализа.

Выделение РНК осуществлялось при помощи набора RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Герма
ния) согласно инструкции производителя. Концентрация РНК измерялась на спектрофотометре 
SmartSpecTM Plus Spectrophotometer (Bio-Rad, США), и 1,5 мкг общей РНК использовалось для син-
теза кДНК. Обратная транскрипция проводилась с использованием SuperScript™ III First-Strand 
Synthesis System (Invitrogen, США) согласно инструкции производителя. Для ПЦР-РВ применя-
лась система LightCycler® 480 SYBR Green I Master Mix (Roche, Швейцария) с соответствующими 
праймерами (дизайн и анализ праймеров осуществлялся в онлайн-приложении Primer3web v.4.1.0 
(таблица)) и ПЦР-амплификатор LightCycler® 480 Instrument II (Roche). Условия ПЦР-РВ: 95 °C – 
5 мин (1 цикл); 95 °C – 10 с, 60 °C – 30 с, 72 °C – 30 с (45 циклов); 95 °C – 30 с, 65 °C – 1 мин, 97 °C –  
30 с (1 цикл); 40 °C – 10 мин (1 цикл). Анализ полученных данных производился при помощи 
LightCycler® 480 Software v.1.5 (Roche). Уровень транскриптов генов рассчитывался при помощи 
метода 2−ΔΔCT, нормализация осуществлялась по стандартным референсным генам AСТ2 и SAND 
(таблица). Эксперименты проводились в 5-6 повторах для каждого варианта опыта.
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Последовательности праймеров, использованных в работе

Sequences of primers used in the study

Ген (локус) Последовательности праймеров 5′–3′ Продукт Источник

ACT2 (AT3G18780) Прямой CTTGCACCAAGCAGCATGAA
Актин 2 [23]

Обратный CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT
SAND (AT2G28390) Прямой AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT

SAND-белок [23]
Обратный TGATTGCATATCTTTATCGCCATC

CAT2 (AT4G35090) Прямой TCCGTTCCCTGTCGAAATTG
Каталаза 2 [24]

Обратный AACTCCTCCATGACCGTTGGA
CPK6 (AT2G17290) Прямой AGACAACGATGGACGGATTG Ca2+-зависимая 

протеинкиназа 6 [25]
Обратный CTCCCTACACCAGCATTTCC

CSD2 (AT2G28190) Прямой GAGCCTTTGTGGTTCACGAG Сu/Zn- 
супероксиддисмутаза [24]

Обратный CACACCACATGCCAATCTCC
CYCB2 (AT2G17620) Прямой TCAGTTCCAAGTGCTAACGA

Циклин B2 *
Обратный TCCTCCATCTCAACTTCTTCC

GORK1 (AT5G37500) Прямой GGCTGTGAAAGCAGGACAAG Наружу-
выпрямляющий  
K+-канал GORK

*
Обратный TCGCCTTTAGCAACTGTCGT

GR1 (AT3G24170) Прямой CTCAAGTGTGGAGCAACCAAAG
Глутатионредуктаза 1 [24]

Обратный ATGCGTCTGGTCACACTGC
PARP1 (AT2G31320) Прямой TGCTCTTGAAAGAGAAGGAGAG Поли(AДФ-рибоза)-

полимераза
*

Обратный TAATCGAGAACCATGCCATAGG
RBOHC (AT5G51060) Прямой TCACCAGAGACTGGCACAATAAA НАДФН-оксидаза 

типа С [24]
Обратный GATGCTCGACCTGAATGCTC

П р и м е ч а н и е. * – праймеры сконструированы в настоящей работе.

Для статистической обработки данных применялись стандартные методы вариационной ста-
тистики. Основными статистическими характеристиками служили средняя арифметическая ве-
личина (Х), среднее квадратичное отклонение (σ) и ошибка средней величины (Sх). Средние зна-
чения сравнивались между группами с использованием t-критерия Стьюдента и одностороннего 
дисперсионного анализа (ANOVA), а значимость различий рассматривалась при p < 0,05. Расчеты 
производились в MS Excel 2016 и SigmaPlot 10.0 (StatSoft, США).

Результаты и их обсуждение. Важнейшим физиологическим процессом растения, ингиби-
руемым тяжелыми металлами, является рост растяжением, в частности, весьма чувствительным 
является удлинение корня. Это связано с тем, что большинство высших растений относятся к ви-
дам-исключателям, для которых характерно предотвращение входа тяжелых металлов в надзем-
ные органы на уровне корня (явление «корневого барьера»), приводящее к накоплению метал-
лов в этом органе и подавлению его роста [13, 26, 27]. В настоящей работе для анализа воздей-
ствия никеля на рост корней A. thaliаna были использованы ранее разработанные в нашей 
лаборатории ростовые тесты в гелевой среде, отличающиеся высокой степенью стандартиза-
ции условий и стабильностью данных (рис. 1). Было показано, что статистически достовер- 
ное ингибирование роста главного корня модельных растений A. thaliana наблюдалось при  
0,3 ммоль/л Ni2+, а полумаксимальное угнетение роста – при приблизительно 2,6 ммоль/л 
(оценка проводилась при помощи SigmaPlot 10.0). При 0,3 ммоль/л Ni2+ ингибирование состав-
ляло 10–12 % (p < 0,001), при 0,6 ммоль/л – 20–25 %, при 1 ммоль/л – 30–40 %, при 2 ммоль/л – 
45–55 %, при 3 ммоль/л – 50–60 % (рис. 1). Добавление к металлу Гис (лиганда-хелатора Ni2+) 
в соотношении 1 Ni2+ : 2 Гис оказывало протекторное влияние, блокируя токсическое действие 
Ni2+ на рост главного корня (рис. 1).

Ингибирование роста, обнаруженное в работе, указывает на то, что использованный концен-
трационный диапазон никеля (0,3–2 ммоль/л NiCl2) вызывал угнетение ростовых процессов, т. е. 
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проявлял выраженную токсичность, не вызывая при этом летального эффекта. Соответственно, 
данный диапазон концентраций отражал развитие нелетальной (сублетальной) токсичности 
и подходил для молекулярно-генетического анализа. Как следует из ростовых тестов, введение 
вместе с Ni2+ аминокислоты Гис снижало токсичность данного тяжелого металла. Согласно ра-
нее полученным данным защитное действие Гис не может быть объяснено только хелатировани-
ем Ni2+, а, вероятно, связано с повышением редокс-активности Ni2+ в комплексе Ni-Гис(II), обла-
дающим сигнальными свойствами [18].

Дальнейшие опыты были направлены на изучение влияния протестированных концентраций 
Ni2+ и Ni-Гис(II) на экспрессию генов стрессового ответа (рис. 2, 3). Как уже указывалось ранее, 
в работе анализировалась экспрессия группы генов, кодирующих белки, ассоциированные с от-
ветом растения на абиотические стресс-факторы (таблица). Как следует из данных, приведенных 
на рис. 2, с ростом концентрации Ni2+ наблюдалось многократное возрастание относительной 
экспрессии генов глутатионредуктазы (GR1), НАДФН-оксидазы (RBOHC), Са2+-зависимой про-
теинкиназы 6 (CPK6), каталазы 2 (CAT2) и К+-канала, опосредующего выход К+ из растительных 
клеток (GORK1). При росте растений на среде с 2 ммоль/л Ni2+ содержание транскриптов RBOHC, 
GR1, CPK6, CAT2 и GORK1 увеличивалось в 5,9; 5,0; 3,0; 2,8 и 2,2 раза соответственно. В случае 
генов поли(АДФ-рибоза)-полимеразы (PARP1), циклина В2 (CYCB2) и Cu/Zn-супероксиддисму
тазы (CSD2) уровень транскриптов повышался при низких концентрациях Ni2+ и снижался на фоне 
высоких уровней данного металла. Максимальное увеличение экспрессии CYCB2 и CSD2 было от-
мечено при 0,6 ммоль/л Ni2+ (по сравнению с контролем на 69 и 144 % соответственно), а PARP1 – 
при 1 ммоль/л Ni2+ (по сравнению с контролем на 94 %). На фоне 2 ммоль/л Ni2+ экспрессия CSD2 

Рис. 1. Эффект Ni2+ и Ni-гистидиновых комплексов на рост корней A. thaliana (L.) Heynh. экотипа Сol-0:  
a – фотографии проростков A. thaliana, выращенных в течение 10 сут в контрольных условиях  
и при добавлении различных концентраций Ni2+ и Ni-Гис(II) (Ni2+, Гис в соотношении 1 : 2);  

b – прирост длины главного корня на 5-е сутки после обработки растений Ni2+-содержащими растворами  
(Х ± Sх, n = 50–60). Достоверность различий рассчитывалась при помощи теста ANOVA между обработкой Ni2+  

и Ni-Гис(II): *** – p < 0,001

Fig. 1. Effect of Ni2+ and Ni-His(II) treatment on root growth in A. thaliana (L.) Heynh. ecotype Col-0:  
a – typical ten-day-old seedlings grown in control and in media with Ni2+ and Ni-His(II) (Ni2+, His in relation of 1 : 2);  

b – mean root length increment after five days from the introduction of Ni2+ to the medium (Х ± SE, n = 50–60).  
Statistics: Ni2+ and Ni-His(II) treatments were compared using ANOVA: *** – p < 0.001
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и PARP1 была лишь на 20 % выше контроля, а в случае с CYCB2 уровень экспрессии при данной 
концентрации Ni2+ снижался на 70 % по сравнению со значениями в контрольных условиях (рис. 2).

В отдельной группе опытов было проведено сравнительное исследование воздействия 1 ммоль/л 
Ni2+ и смеси, содержащей 1 ммоль/л Ni2+ и 2 ммоль/л Гис (рис. 3). Как уже отмечалось, Гис – хе-
латор Ni2+, биосинтез которого увеличивается как у обычных, так и Ni-толерантных видов, по-
вышая их устойчивость к данному стрессору [28, 29]. Считается, что протекторное действие  
Гис развивается благодаря связыванию Ni2+, а также активации АФК- и Сa2+-сигнальных путей, 
запускающих адаптивные процессы [18]. Проведенные в работе тесты показали, что Гис предот-
вращал Ni2+-индуцированную экспрессию генов, вовлеченных в АФК-метаболизм, ионный ба-
ланс, регуляцию клеточного деления и Ca2+ сигнализацию растений (рис. 3). При 1 ммоль/л Ni2+ 

уровень экспрессии GORK1, RBOHC, GR1, СAT2, CSD2, PARP1, CYCB2, CPK6 возрастал в 1,6; 8,3; 
4,3; 2,1; 1,6; 1,6; 1,1 и 2,9 раза по сравнению с контролем, а при совместной обработке 1 ммоль/л 
Ni2+ и 2 ммоль/л Гис значения изменений экспрессии снижались до 1,1; 1,5; 1,4; 1,5; 1,3; 1,2; 1,5 
и 1,2 раза соответственно (рис. 3). Экспрессия оставалась повышенной, т. е. адаптивные явления, 
вероятно, запускались, но ее уровень был ниже, чем при воздействии одного лишь Ni2+. Это, ско-
рее всего, поддерживало анаболические и ростовые процессы на высоком уровне, так как подав
ления роста при добавлении Гис к Ni2+ не наблюдалось (рис. 1). Наибольшее снижение экспрессии 
Ni-индуцируемых генов в присутствии Гис было отмечено для RBOHC, GR1, CPK6 и GORK1 – 
на 82, 69, 58 и 27 % соответственно. Известно, что данные системы могут быть непосредственно 
вовлечены в АФК‑зависимый стрессовый ответ высших растений [30]. RBOHC является ключе-
вым ферментом синтеза АФК в апопласте и редокс-зависимого экспансивного роста клеток рас-
тений [31]. Ранее был показано, что нокаутные растения, лишенные RBOHC, обладают устойчи-
востью к высоким уровням никеля [18]. Таким образом, избыточная продукция АФК RBOHC 
может лежать в основе токсичности высоких уровней никеля для высших растений. Ионный ка-
нал GORK1, уровень экспрессии которого также возрастал при воздействии избытка никеля, от-
ветственен за выход К+ из растительных клеток и за метаболические К+-зависимые перестройки 
в норме и при стрессе [32]. CPK6 участвует в Са2+-зависимой передаче сигналов от абсцизовой 

Рис. 2. Изменение относительного содержания транскриптов СAT2, CPK6, CSD2, CYCB2, GORK1, GR1, PARP1, 
RBOHC в корнях А. thaliana при росте растений на средах с добавлением 0,3–2 ммоль/л Ni2+ в течение 5 сут. 
Значения были нормализованы по референсным генам ACT2 и SAND и соотнесены к контрольному уровню  

(X ± Sx; n = 5-6)

Fig. 2. Changes in the transcript levels of СAT2, CPK6, CSD2, CYCB2, GORK1, GR1, PARP1, RBOHC  
in А. thaliana roots grown on media containing 0.3–2 mM Ni2+ during 5 days. The expression levels were normalized  

by reference house-keeping genes ACT2 and SAND and related to control (X ± SE; n = 5-6)
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кислоты, жасмоната и прямой регуляции К+-каналов внутреннего выпрямления КАТ2 [33], обес
печивая взаимосвязь гормональных, калиевых, метаболических и кальциевых путей сигнализа-
ции. GR1 поддерживает уровень ключевого антиоксиданта клеток растений – восстановленного 
глутатиона, вовлекаясь практически во все явления клеточной редокс-регуляции и репарацию 
при окислительном повреждении [34]. Несомненно, что за счет cнижения экспрессии данных ге-
нов биосинтез Гис может способствовать более эффективному поддеражанию АФК- и ионного 
балланса в компартментах растительной клетки.

Добавление Гис не во всех случаях ингибировало Ni2+-индуцируемую экспрессию генов 
(рис. 2). Для CYCB2 было отмечено увеличение экспрессии на 30–35 % по сравнению с обработ-
кой Ni2+ без Гис (рис. 2). Циклины В-типа, как правило, контролируют переход от фазы G2 к фазе 
M клеточного цикла, а также участвуют в митозе, влияя на пролиферативную активность кле-
ток [35]. Ранее отмечалось, что повышенная экспрессия CYCB2 в меристеме корней высших расте-
ний может приводить к ускорению роста корней без увеличения размера клеток, т. е. в результа-
те повышенной пролиферации [35]. Соответственно, введение Гис, вероятно, стимулировало  
деление клеток корня и одновременно ослабляло их растяжение вследствие подавления индукции 
RBOHC. Такая реакция может способствовать латеральному росту корня и контролю его удли-
нения, обеспечивая быстрое восстановление поврежденных клеток и формирование защитных 
тканей. 

Проведенные опыты показали, что среди протестированных генов по уровню экспрессии наи-
более чувствительными к Ni2+ являлись RBOHC и GR1. Выполненные ранее исследования пока-
зали, что растения-нокауты, лишенные RBOHC, демонстрируют снижение накопления неэссен-
циальных тяжелых металлов, а также металлов, относящихся к макро- и микроэлементам [36]. 
Утрата функциональных RBOH С, D и F была способна модифицировать транскрипцию пере-

Рис. 3. Изменения относительного содержания транскриптов генов в корнях А. thaliana, выращенных  
на среде с добавлением 1 ммоль/л Ni2+ и смеси 1 ммоль/л Ni2+ и 2 ммол/л Гис.  

Уровни экспрессии были нормализованы по референсным генам ACT2 и SAND и соотнесены  
к контролю (X ± Sx; n = 5-6). Достоверность различий рассчитывалась при помощи теста ANOVA  

между обработкой Ni2+ и Ni-Гис(II): * – p < 0,050; ** – p < 0,01

Fig. 3. Changes in transcript levels in А. thaliana roots grown on the medium, containing 1 mM Ni2+   
and 1 mM Ni2+, 2 mM His. The expression levels were normalized by reference genes ACT2 and SAND  

and related to control (X ± SE; n = 5-6). Statistics: Ni2+ and Ni-His(II) treatments  
were compared using ANOVA:  * – p < 0.05, ** – p < 0.01
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носчиков тяжелых металлов NRAMP3, NRAMP6 и IRT1, а также K+-каналов GORK [36]. Это 
указывает на то, что воздействие на RBOHC может являться детерминирующим фактором как 
для токсичности никеля, так и для адаптации к высоким уровням этого металла в среде. Экспрессия 
GR1 – маркер окислительного стресса, вызываемого некоторыми тяжелыми металлами, а также 
изменения общего баланса между произведенными и детоксицированными АФК в клетке [37, 38]. 
Считается, что активация GR1 при стрессе, вызываемом тяжелыми металлами, может быть  
обусловлена необходимостью усиленного синтеза протекторных молекул-хелаторов, таких как 
γ-глутамилцистеин и фитохелатины, из восстановленного глутатиона [39, 40]. В представленной 
работе впервые показано, что экспрессия GR1 возрастает при никелевом стрессе, указывая на то, 
что данное стрессовое воздействие индуцирует схожие с другими тяжелыми металлами и окис-
лителями свойства.

Заключение. Проблема загрязнения никелем почв и токсического влияния этого металла на 
растения отличается высокой актуальностью. На данном этапе важно понимание реакций расте
ния на избыток никеля на клеточном и молекулярном уровне. В настоящей работе показано, что 
сублетальные токсические концентрации Ni2+ влияют на экспрессию ключевых генов, вовлечен
ных в АФК-метаболизм, поддержание ионного баланса, Ca2+-сигнализации, регуляции клеточ-
ного цикла и пролиферации. Обнаружено многократное возрастание относительной экспрессии 
генов GR1, RBOHC, CPK6, CAT2 и GORK1 на фоне 0,3–2 ммоль/л Ni2+. В случае генов PARP1, 
CYCB2 и CSD2 уровень транскриптов повышался при низких и снижался при высоких уровнх 
Ni2+, что указывает на отличие в стратегиях адаптации генетической экспрессии на фоне разных 
по токсичности уровней Ni2+ в среде. Впервые продемоснтрировано, что добавление Гис сов
местно с Ni2+ предотвращает Ni2+-индуцируемые перестройки экспрессии генов стрессового от-
вета. Наиболее чувствительной к присутствию Гис была экспрессия генов RBOHC, GR1 и CPK6. 
Сделано предположение, что эффект Гис способствовует более эффективной настройке адапта-
ционных процессов и высвобождению энергии, позволяющей восстановить рост и развитие рас-
тительного организма.
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